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Utilisation de lipopolysaccharides extraits de bacteries gram (-) pour la fabrication d un medicament 

faciiitant la cicatrisation de la peau. 

La presente demande a pour objet I'utilisation de lipopolysaccharides extraits de bacteries gram (-) pour 
la fabrication d'un medicament faciiitant la cicatrisation de la peau. 

Les lipopolysaccharides extraits de bacteries gram (-) ont ete decrits dans la litterature en raison de 
leurs proprietes immuno-modulatrices ; ils presentent notamment des proprietes stimulantes non specifi- 
5 ques des defenses de I'organisme (1985, Int. Archs Allergy Appl. Immun. 76 Suppl. 1. 119-127 et Journal of 
Immunopharmacology 3(2), 119-132 (1981). 

En poursuivant ses etudes sur les produits precites, la demanderesse vient de trouver de fagon tout a 
fait inattendue que les lipopolysaccharides extraits de bacteries gram (-) presentaient de tres remarquables 
proprietes dans le domaine de la cicatrisation cutanee. 
io L'invention a ainsi pour objet l'utilisation de lipopolysaccharides extraits de bacteries gram (-), pout ia 

fabrication d'un medicament faciiitant la cicatrisation de la peau. 

Parmi les lipopolysaccharides extraits de bacteries gram -on retient notamment les lipopolysaccharides 
extraits des bacteries gram (-) choisies dans le groupe forme par Klebsiella pneumoniae, Hafnia, Enterobac- 
ter cloacae, Escherichia Col;, Klebsiella Ozoenae. Pseudomonas aeruginosa. 
75 Selon I'inveniion, les lipopolysaccharides teis que definis ci-dessus. presentent de /emarquabies 

proprietes cicatrisantes dans le traitement des brulures, en chirurgie plastique et en alopecie. L'invention a 
ainsi pour objet ['utilisation des lipopolysaccharides tels que definis ci-dessus pour la fabrication d'un 
medicament faciiitant la cicatrisation cutanee dans le traitement des brulures de toutes origines. dans le 
traitement des ulceres de la peau. en chirurgie et en alopecie. 
20 Parmi les lipopolysaccharides extraits de Klebsiella pneumoniae on retient de preference les lipopoly- 

saccharides extraits de la souche de Klebsiella pneumoniae deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° 
1-163. 

Parmi les lipopolysaccharides extraits d'Hafnia, on retient de preference les lipopolysaccharides extraits 
de la souche d'Hafnia deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° I.868. 
25 Parmi les lipopolysaccharides extraits d'Enterobacter cloacae, on retient de preference les lipopolysac- 

charides extraits de la souche d'Enterobacter cloacae deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° I.869. 

Parmi les lipopolysaccharides extraits d'Escherichia coli, on retient de preference les lipopolysacchari- 
des extraits de la souche d'Escherichia Coli deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° 1. 870. 

Parmi les lipopolysaccharides extraits de Klebsiella Ozoenae. on retient de preference les lipopolysac- 
30 charides extraits de la souche de Klebsiella Ozoenae deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° 1.871. 

Parmi les lipopolysaccharides extraits de Pseudomonas aeruginosa, on retient de preference les 
lipopolysaccharides extraits des souches de Pseudomonas aeruginosa deposees a I'ATCC sous le n° 
21630 et a I'lnstitut Pasteur a Paris sous les n° I.872, L873, I.874. 

En etudiant Pactivite des lipopolysaccharides tels que definis ci-dessus, on a constate que ceux-ci 
35 presentment une remarquable activite inductrice "like" de I'EGF (Epidermal Growth Factor) facteur de 
croissance epidermique sans presenter la toxicite de ce dernier. De ce fait, les lipopolysaccharides peuvent 
etre utilises pour faciliter la cicatrisation de la peau et de I'epiderme. 

En raison de leurs remarquables proprietes cicatrisantes illustrees plus loin dans la partie experimenta- 
le, les lipopolysaccharides selon l'invention, peuvent etre utilises dans le traitement des brulures de toutes 
40 origines, dans le traitement des grands brOles, des erythemes solaires, des plaies superficielles, des 
gergures, des crevasses, des engelures, des piqures d'insectes, en chirurgie ou en chirurgie plastique. pour 
faciliter la cicatrisation, dans le vieillissement de la peau, enfin en alopecie. 

La dose usuelle, variable selon le produit utilise, le sujet traite et I'affection en cause, peut etre. par 
exemple de 50 ug a 5 mg par jour en applications locales chez I'homme. 
45 A titre de medicaments, les lipopolysaccharides de la presente demande peuvent etre administres en 
applications locales. 

Les compositions pharmaceutiques correspondantes peuvent etre, par exemple, solides ou liquides et 
se presenter sous les formes pharmaceutiques couramment utilisees en medecine humaine, comme par 
exemple, les cremes, les gels, les pommades, les lotions, les laits ou huiles pour la peau, les gouttes, les 
so collyres, les aerosols, les shampoings ou sous forme de liposomes ; elles sont preparees selon les 
methodes usuelles. Le ou les principes actifs peuvent y etre incorpores a des excipients habituellement 
employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels que le talc, la gomme arabique, le lactose, 
I'amidon, le stearate de magnesium, le beurre de cacao, les vehicules aqueux ou non, les corps gras 
d'origine animale ou vegetale, les derives paraffiniques, les glycols, les divers agents mouillants. disper- 
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sants ou emulsifiants, les conservateurs. 

De nombreux procedes de preparation de lipopolysaccharides ont ete decrits dans la litterature. On 
peut notarnment se reporter a I'article de 0. Westphal et K. Jann in Methods in carbohydrate Chemistry 
(Whister RL Ed Vol. 5/p. 83, Academic Press, New-York, 1965). 
5 Les procedes decrits utilisent le plus souvent une extraction par un melange phenol/eau du culot de 

centrifugation de la culture microbienne suivie d'une dialyse. 

Des exemples d'une telle preparation figurent plus loin dans la partie experimental. 

II va etre donne maintenant a titre non limitatif des exemples de mise en oeuvre de invention. 
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EXEMPLE 1 : Lipopolysaccharides Hafnia 



Apres centrifugation de la culture d'Enterobacter Hafnia (souche deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris 
sous le n° I.868), le culot est lave 2 fois par une solution de chlorure de sodium a 9 %o et 2 fois par de 
75 Tacetone. 

Apres centrifugation, le culot est mis a secher a 40 *C sous vide, remis en solution dans de Teau 
distillee a 65 °C et extrait avec un volume egai d'un melange phenol/eau (90710) a 65 °C. Apres 
refroidissement dans un bain de glace et centrifugation (10.000 t/mn, 30 minutes a 10° C), la phase 
aqueuse est recuperee, celle-ci est diaiysee sous flux continu avec de I'eau permutee pendant 2 jours, puis 
20 lyophilisee. 

On obtient ainsi 2,32 g de lipopolysaccharides d'Hafnia par litre de fermenteur. 



EXEMPLE 2 : Lipopolysaccharides de Klebsiella pneumoniae 



En operant comme a I'exemple 1, mais au depart de la souche de Klebsiella pneumoniae non capsulee * 
deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° 1-163, on a obtenu 1,33 g de lipopolysaccharides de 
Klebsiella pneumoniae par litre de fermenteur. 

i 
* 

EXEMPLE 3 : Lipopolysaccharides de Klebsiella Ozoenae | 



En operant comme a I'exemple 1, mais au depart de la souche de Klebsiella Ozoenae capsulee type 4 
deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous le n° 1.871, on a obtenu 1,42 g de lipopolysaccharides de 
35 Klebsiella Ozoenae par litre de fermenteur. 

EXEMPLE 4 : Lipopolysaccharides de Pseudomonas Aeruginosa 

40 En operant comme indique a I'exemple 1, mais au depart de la souche de Pseudomonas Aeruginosa 
deposee a PATCC sous le n° 21630, on a obtenu 0,6 g de lipopolysaccharides de Pseudomonas 
Aeruginosa par litre de fermenteur. 

En operant de la meme maniere, mais au depart des souches de Pseudomonas Aeruginosa deposees 
a I'lnstitut Pasteur sous les n° 1.872, I.873, I.874, on a obtenu respectivement 0,8, 0,67 et 0,47 g de 

45 polysaccharides de Pseudomonas Aeruginosa par litre de fermenteurs. 

EXEMPLE 5 : pommade cicatrisante 

so On a prepare une pommade cicatrisante repondant a la formule : 

- Lipopolysaccharides extraits de Klebsiella pneumoniae, exemple 1 g 

- excipient q.s.p. 100 g 



EXEMPLE 6 : pommade cicatrisante 

On a prepare une pommade cicatrisante repondant a la formule : 
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- Lipopolysaccharides extraits de Klebsiella pneumoniae, exemple 1 g 

- excipient q.s.p. 100 g 



5 ETUDE DE L'ACTIVITE CICATRISANTE 



Culture 

10 

Des fibroblastes de derme humain sont multiplies en culture monocouche dans du Milieu de Eagle avec 
sels de Earle (EMEM. Laboratoires Boeringher) contenant 10 % de serum de veau foetal (Laboratoires 
Flow). Les experiences sont effectuees avec des cultures variant de 7 a 10 passages. 

Des gels tridimentionnels de 30 ml sont realises, en melangeant 13.8 ml de EMEM (1.76 fois 
75 concentre^ 2.7 ml de serum de veau foetal ou de EMEM (selon les experiences). 9 ml de collagene acido- 
soluble extrait a partir de tendons de queues de rats (3 mg/ml dans de I'acide acetique 1 '1000). 1.5 ml de 
NaOH 0,1N^et 3 ml de suspension de fibroblastes dans du EMEM (4 x 10 5 cellules'ml). Ce melange est 
place a 37 C dans des boites de Petri de bacteriologie de 100 mm de diametre pour permettre la 
polymerisation du collagene ei ta formation d 5 un gel dans leque! les fibroblastes sont ^epartis en t^ois 
20 dimensions. 

Des biopsies circulates de 1 mm de diametre son: prelevees dans des fragments de peau saine 
provenant de chirurgie reparatrice (plasties mammaires de femmes agees de 20 a 45 ans). Selon les 
experiences ces biopsies sont implantees au centre des dermes equivalents des la formation du gel. ou 
collees par une goutte de collagene su? des dermes dont la contraction est stabilisee (au Seme jou::. Dans 
25 le dernier cas, le collage de I'implant est realise soit sur dermes vivants. soit sur dermes dont les 
fibroblastes sont tues par choc osmotique avant I'epidermisation. 



Traitement par les lipopolysaccharides 
30 ~ ~ ~~~ ' ' ~ ~~ ~~ 

Le lipopolysaccharide etudie est dissout au moment du traitement dans du serum de veau foetal, de 
fagon quMI soit a une concentration finale dans la culture de 0,0005 %o, 0,005 %o, 0.05 %o. 0.5 %o et 5 %o. 

Le lipopolysaccharide est ajoute a partir du 5eme jour, une fois que les fibroblastes ont remanie la 
matrice de collagene, et done que le traitement par le lipopolysaccharide n'a plus d'effet sur cette fonction. 
35 La duree totale du traitement est de 13 jours. Le milieu est renouvele. avec ou sans lipopolysaccharides 
deux fois par semaine, en prenant garde a ce que les cultures soient toujours en immersion. Dans toutes 
les experiences les differents echantillons sont en 3 exemplaires.- 

40 Evaluation quantitative de I'epidermisation 

A la fin de chaque experience, les peaux equivalentes sont transferees dans des boites de Petn de 60 
mm de diametre, incubees 1 heure a 37* C dans 3 ml de milieu de culture contenant 2 uCi/ml de thymidine 
tritiee (6~ 3 H Thymidine, 25 Ci/mM, CEA). Puis les specimens sont incubes 30 min. a 37* C dans du sulfate 
45 de Bleu du Nil (Sigma) a la concentration finale de 1/10000, et rinces 15 min. a la temperature du 
laboratoire dans du NaCI 9 %o, ce qui permet de bien visualiser I'epiderme qui s'est developpe a la surface 
du derme equivalent a partir de I'implant initial. 

La surface epidermisee est alors mesuree par planimetrie a I'aide d'un analyseur d'images (Nachet NS 
1000). 

so L'etude est effectuee comparativement avec des cultures en absence et en presence d'EGF (20 
mg/ml). 

Les resultats figurant dans le tableau I ci-apres sont la moyenne de 3 determinations. Ces resuttats 
montrent que les lipopolysaccharides tels que definis ci-dessus sont de puissants facteurs de croissance, 
souvent plus efficaces que I'EGF dans la stimulation de la croissance epidermique. 
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TABLEAU I 





Surface en mrri2 


5 


Produit 
etudie 


Controle 
sans EGF 


Controle 
EGF 


Lipopolysaccharides 








20 mg/ml 


0,5 
M-g/ml 


5 ug/ml 


50 u.g/m1 


10 


Ex. 2 
Ex. 1 


16,36 


109,16 


59,30 
50,07 


89,05 
88,27 


135,11 
176,19 


15 


Ex. 2 
Ex. 1 


24,51 


1 1 1 ,44 




73,07 
167,00 






Ex. 2 
Ex. 1 


13,72 


118,81 






101.21 
100,95 



Revendications 

1) Utilisation de lipopolysaccharides extraits de bacteries gram (-), pour la fabrication d'un medicament 
facilitant la cicatrisation de lai peau. 

2) Utilisation de lipopolysaccharides selon la revendication 1, caracterisee en ce que les lipopolysac- 
charides sont extraits de bacteries gram (-) choisies dans le groupe forme par Klebsiella pneumoniae, 
Hafnia, Enterobacter cloacae, Escherichia Coli, Klebsiella Ozoenae, Pseudomonas aeruginosa. 

3) Utilisation des lipopolysaccharides selon la revendication 1 ou 2, pour la fabrication d'un medicament 
facilitant la cicatrisation cutanee dans le traitement des brOlures de toutes origines, dans le traitement des 
ulceres de la peau, en chirurgie et en alopecie. 

4) Utilisation de lipopolysaccharides selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce que les lipopolysaccharides sont extraits de la souche de Klebsiella pneumoniae deposee a I'lnstitut 
Pasteur a Paris sous le n° 1-163. 

5) Utilisation de lipopolysaccharides selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce que les lipopolysaccharides sont extraits de la souche d'Hafnia deposee a I'lnstitut Pasteur a Paris sous 
le n° I.868. 

6) Utilisation des lipopolysaccharides selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce que les lipopolysaccharides sont extraits de la souche d'Enterobacter cloacae deposee a I'lnstitut 
Pasteur a Paris sous le n° 1. 869. 

7) Utilisation des lipopolysaccharides selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce que les lipopolysaccharides sont extraits de la souche d'Escherichia Coli deposee a I'lnstitut Pasteur a 
Paris sous le n° I.870. 

8) Utilisation des lipopolysaccharides selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce que les lipopolysaccharides sont extraits de la souche de Klebsiella Ozoenae deposee a I'lnstitut Pasteur 
a Paris sous le n° 1.871 . 

9) Utilisation des lipopolysaccharides selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en 
ce que les lipopolysaccharides sont extraits des souches de Pseudomonas aeruginosa deposees a I'ATCC 
sous le n° 21630 et a I'lnstitut Pasteur a Paris sous les n° I.872, I.873, I.874. 
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